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INTRODUCCION

Uno de los aspectos fundamentales de la vida es la generacién de nuevos individuos, En el
caso de los organismos vertebrados, los nuevos individuos se desarrollan a partir de una sola
célula, el huevo fertilizado, que debe dividirse y diferenciarse de una manera coordinada
temporal y espacialmente para dar lugar a los cerca de 200 tipos celulares que conforman al
organismo adulto. La transicién de huevo fertilizado a organismo maduro involucra tres
procesos: proliferacién celular, para aumentar el niimero de células; morfogénesis, que
genera la organizacién espacial de las células; y diferenciacién, que es el proceso por el cual
se generan nuevos tipos celulares. El proceso de diferenciacién involucra la expresién
diferencial y especifica de genes en cada tipo celular. Durante la diferenciacién ocurre un
evento denominado determinacién, durante el cual la célula "decide" o se compromete hacia
un tipo celular particular!. Entender los mecanismos por los cuales se regulan las decisiones
celulares para llevar a cabo la organizacién del embrién, es uno de los objetivos principales
de la Biologia del Desarrollo.

La complejidad de los sisternas bioldgicos y las limitaciones técnicas han detenido el
avance del entendimiento y forzado a utilizar animales simples como modelo, tales como
Caenorabditis elegans o Drosophila , en los cuales hasta los Gltimos afios se ha empezado
a entender a nivel molecular los procesos bdsicos de diferenciacién, proliferacién, migracién
y muerte celular?. El organismo mds complejo que se ha utilizado como modelo de
desarrollo es Xenopus, que aunque ha sido muy 1itil para generar conceptos bésicos tal
como la induccién celular, proceso por el cual un tipo celular instruye a otro para que
diferencie, y donde se han identificado moléculas responsables?, tiene la limitacién de no
poder hacerse genética, especialmente por metodologia moderna, ya que hasta la fecha no
existe la tecnologia para generar anfibios transgénicos. En la biisqueda de modelos
adecuados para entender ¢l desanollo de vertebrados recientemente se empezé a
caracterizar el desarrollo de el pez tropical Zebrafish, que ofrece varias ventajas: se pueden
hacer estudios genéticos equivalentes a la genética de levadura, actualmente se estdn
realizando varios rastreos genéticos para saturar el genoma de mutaciones que afecten la
embriogénesis; ademds, puesto que es transparente se pueden estudiar procesos como
migracién celular durante la gastrulacién o la formacién de dominios en el cerebrod. Sin
embargo, tiene también la limitacién de que ain no se establece una metodologia eficiente
para introducir transgenes que permitan realizar estudios moleculares comparables a los que
se pueden realizar en ratén.

Para el caso del estudio de mamfferos gran informacién ha sido generada utilizando
modelos in virro (i.e. cultivo celular), ya que ofrecen la ventaja de la simplicidad al poderse
estudiar tipos celulares individuales ademds de que se pvede manipular el micro ambiente.
Entre los tipos celulares mds utilizados como modelo de diferenciacién in virro estdn las
células gliales del nervio Gptico de rata, en cuyo sistema se ha comprobado que el proceso
de diferenciacién para generar los diferentes tipos de células gliales estd regulado tanto por
interacciones celulares, como por un programa celular intrinseco?. En este sistema se
identificaron factores que estimulan la proliferacién (astrocitos tipo 1 secretan PDGF que

induce la profiferacion de las célulus progenitores Q-2A); _factores yue inducen la_

" —diferentiacion (ast'ocifos tipo 1 Secretan CNTF que inducen la diferénciacion de O-2A hacia
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astrocitos tipo 2); y un programa constitutivo de diferenciacién hacia oligodendracitos que
involucra un niimero determinado de divisiones3.

Para estudiar Ja diferenciacién de otros tipos celulares se han obtenido lneas
celulares que al proliferar semejan fibroblastos, pero en ciertas condiciones de cultivo se
pueden inducir a diferenciar. Un ejemplo son las células 3T3 que diferencian hacia
adipocitos por diversos agentes. como suero fetul de cabra, insulina. hormona de
crecimiento o glucocorticoides®. Aprovechando la simplicidad del sistema se han realizado
experimentos de sustraccidn por hibridacién para identificar genes que se activan durante el
proceso de diferenciacién y se ha identificado que varios de los genes que se encienden
comparten una regién reguladora en la regién 5' denominada FSEs (fat specific elements)g,
lo cual sugiere la existencia de "genes maestros" que regulan un grupo de genes que
participan en la diferenciacin celular. Estos genes maestros serfan los responsables del
evento de determinacién.

Para abordar el proceso de determinaci6n resulta mucho més ventajoso utilizar
células que tengan mds potencialidad (mds capacidad de diferenciar a diferentes tipos
celulares). La linea celular 10T1/2, derivada del embrién entero, tiene la capacidad de
diferenciar hacia tres tipos celulares derivados del mesodermo: adipocitos, condrocitos y
misculo. cuando son tratadas con S5-azacitidinas. Se ha propuesto que S5-azacitidina
convierte a las células 10T1/2 en un linaje determinado provocande hipometilacién del
DNA, lo cual activaria s6lo uno o unos pocos genes maestros; si ese fuera el caso, entonces
la determinaci6n tendrfa una simple base genética®. En un intento por identificar tales genes
reguladores hicieron una sustraccién por hibridacién para identificar genes que se
expresaran en mioblastos proliferando pero no en células 10T1/2 y encontraron el gene
myoD, un factor transcripcional que al ser transfectado a 10T1/2 induce la diferenciacién a
miocitosg por medio de la activacién de genes especificos'™. Sin embargo, para comprobar
la relevancia fisiolégica de myoD o cualquier otro gene identificado en cultivo es necesario
comprobar que in vivo actda de la misma manera. En el caso de myoD fue necesario
demostrar en ratones trasngénicos que efectivamente fuera éste el determinante del linaje
muscular. Sorprendentemente el ratén mutante en myoD desarroll6 misculo y revel6 la
importancia de otros genes miembros de la familia de myoD, demostrando que los
resultados que parecen contundentes in virro pueden no serlo in vivo debido 2 la
redundancia e interacciones celulares que no se reproducen en la caja de cultivo,

Un modelo de estudio que facilita fa transferencia del sistema de in vitro a in vivo
son las células de teratocarcinoma embrionario (EC), que ademds tienen una potencialidad
mucho mayor que los ejemplos anteriores, aunque €ésta varfa entre las diferentes lineas
aisladas: algunas no tienen capacidad de diferenciacién, otras diferencian sélo en respuesta a
ciertos inductores y otras diferencian espontdneamente’. Las EC pueden inyectarse en
blastocistos para hacer embricnes quiméricos, ya que dejan de comportarse como células
tumorales, se regula su proliferacién y diferencian a distintos tipos celulares. Sin embargo,
rara vez forman parte de la linea germinal, por lo que es dificil obtener ratones transgénicos
a partir de ellas. No obstante, han sido ampliamente usadas como modelo de diferenciacién
in virro y existen protocolos establecidos para inducir la diferenciacién hacia varios tipos
celulares 2.

....Considerundo Jus desventujus que presentun. resulty ung_mejor opeidn contar con

:’:’“‘“‘células' normalés (o timorales) que presenten las™ mismis™ coalidudes que las "EC, "péré™
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superando las desventajas. Tules células se aislaron a partir de blastocistos, etapa de
desarrollo en la que s6lo ha habido un evento de diferenciacién para generar las células de la
masa celular interna, que durin lugar al individuo como tal y por lo tanto son
pluripotenciales, y las células del trofoectodermo. que dardn lugar a las estructuras extra
embrionarias. Las lfmeas celulares obtenidas provienen de la masa celular interna y se
denominan "células embrionarius pluripotenciales" (ES). Se pueden mantener en cultivo por
tiempos largos en un estado indiferenciado, en el cual crecen rdpidamente si se siembran en
presencia de una monocapa de célulus "feeder". Para inducir la diferenciacién se cultivan en
ausencia de la monocapa de célulus "feeder" permitiendo la formacién de agregados. Si
posteriormente se adhieren los agregados, las células proliferan y salen del agregado,
diferenciando espontineamente a varios linajes celulares: muscular, neuronal, glandular,
epitelial, etc. Si los agregados se mantienen en suspensién, forman cuerpos embrionarios
huecos equivalentes al saco vitelino visceral, en el cual se forman islas sangufneas donde se
puede estudiar hematopoiesis; eventualmente se forman derivados de mesodermo como
musculo cardiaco’. A diferencia de las EC, todas las lineas celulares tienen una
potencialidad comparable y no presentan aberraciones cromosémicas?. Son una herramienta
para pasar del cultivo celular al embrién entero, ya que se pueden transfectar para introducir
genes o interrumpir genes por recombinacién homdéloga y estudiar las consecuencias sobre
la diferenciacién tanto in virro como in vivo, ya que también pueden formar ratones
quiméricos. Forman parte de todos los tejidos del ratdén, incluyendo la linea germinal, con
mayor frecuencia que las EC por lo que son la alternativa mds viable para desarrollar ratones
transgénicos 3.

Establecer la manera de dirigir esta capacidad de diferenciar, quizd estocdsticamente,
de las ES para obtener un linaje celular dnico, permitirfa tener un modelo mds representativo
de lo que ocurre durante el desarrollo para estudiar los procesos de determinacién y
diferenciaci6n. Idealmente se podria encontrar la manera de inducir la diferenciacién hacia
cada linaje celular, gracias a la wtipotencialidad de estas células, y hacer manipulaciones
moleculares para identificar los "genes maestros” y entender la regulacién de cada decisién
celular. Con este objetivo se ha establecido un sistema para inducir la expresién génica en
respuesta a un inductor, que facilita el andlisis de genes que controlan el desarrollo™, asf
como varios sistemas de diferenciacién de las ES que han permitido estudiar procesos de
determinacién, diferenciacién, informacién posicional, etc.

En este sentido, el desarrollo temprano del sistema hematopoyético ha sido el mejor
modelado. Schmitt er. a/'® lograron inducir la diferenciacién de las ES hacia casi todos los
precursores de las células formadoras de colonias que se encuentran en la médula Gsea y
pudieron establecer qué moléculas son importantes para las etapas tempranas del desarrollo.
También se ha demostrado que las ES inducidas a diferenciar hacia precursores de linfacitos
T y B. asi como otros precursores hematopoyéticos, son capaces de reconstituir
comportamientos linfoides in vivo18.37, Este sistema hace posible estudiar el control de la
determinacidn celular y elucidar los eventos moleculares que llevan a la formacién de células
hematopoyéticas pluripotenciales (stem cells), puesto que se parte de células no
hematopoyéticas, asf como la proliferacién y diferenciacién de lus células maduras. En este
sentido. aprovechando la posibilidad de transfectar las ES, se demostré por ejemplo que el

antisentido de vav, un proto-oncogene cxpxcsado en ]as células hematopoyéucm b]O(]UCd el»
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Estudiando la cardiogénesis que ocurre durante la formacién de cuerpos
embrionarios se demosté que la especificacién regional cardfaca es independiente de
informacién posicional o estimulos fisicos, ya que por experimentos de PCR, proteccién a
ribonucleasa, hibridacién in siru e inmunohistoquimica, se detecta la activaci6n
transcripcional y traduccional de un marcador ventricular’®. La expresién temporal de los
factores regulatorios miogénicos, niiogenina y myoD, sugieren que la activacién in virro del
programa hacia miisculo esquelético es posterior a la miogénesis cardiaca, lo cual coincide
con la progresién de la miogénesis in vivo. Estos datos establecen a las células embrionarias
pluripotenciales como un modelo para la especificacién de la cdmara cardiaca’®, lo cual
resulta muy til puesto que no existe un sistema simple de cultivo permanente de células
cardiacas que permita hacer estudios de transfeccién. Este modelo ha permitido tomar RNA
de diferentes estadios de diferenciaci6n para analizar el patrén de expresién de varios genes
que se activan durante el proceso?,




ANTECEDENTES PARTICULARES

Considerando la gran potencialidad que ofrece utilizar a las células ES como modelo de
diferenciacién in vitro, en este trabajo se propone establecer los sistemas para manipularlas
tanto a nivel molecular como celulur, para poder posteriormente responder preguntas
concretas. Para manipular a las ES a nivel molecular y conocer el papel de un gene
particular en el desarrollo, una estrategia alternativa es bloquear su expresién por medio de
una molécula antisentido que bien puede ser DNA o RNAZL Para sistemas de
diferenciacién in virro ha resultado muy dtil la microinyeccién de oligonucledtidos
antisentido; con esta estrategia se ha sabido, por ejemplo, que c-nmos es necesario para que
se inicie la sequnda divisién mei6tica durante la maduracién del ovocito en ratén22 o que c-
myc participa en el desarrollo embrionario temprano del ratén23, También se ha ensayado
bloguear la expresién de globina en Xenopus al inyectar RNA antisentido sintetizado in
vitra®4. Pero desafortunadamente. no se pueden inyectar todas las células de un organismo
en desarrollo, ya que algunas son muy pequefias o inaccesibles; ademds, el RNA inyectado
se irfa diluyendo o degradando conforme el organismo va creciendo. Por eso, una estrategia
alternativa es hacer que las células sinteticen su propio RNA antisentido. Uno de los
primeros trabajos demostrando la reduccién estable de la actividad de una protefna por
medio de RNA antisentido expresado por la célula, fue realizado por Kim et. al. En este
trabajo transfectan células de ratén con un vector que lleva un fragmento del cDNA de
timidin cinasa bajo el control del premotor del gene para la enzima dihidrofolato reductasa,
pero requieren seleccionar eventos de amplificacién génica para producir mayor cantidad de
transcrito necesario para bloquear en un 80% la actividad de timidin cinasa25. Hay varios
ejemplos en Drosophila de transgenes que portan un RNA antisentido bajo el control de un
promotor inducible, como el promotor de hsp70, donde demuestran que el blogueo es
especifico para el mensajero de interés26, aunque en muchos casos no es suficiente para
bloquear substancialmente la actividad del gene en cuestién27-28, Para solventar este
problema seria conveniente utilizar un promotor mds fuerte. En ratén hay también varios
ejemplos de transgénicos donde obtienen el mismo fenotipo de mutantes descritas, ttles
como modelos de ciertas enfermedades. En estos casos requieren que el RNA antisentido
sea producido exclusivamente por las células involucradas, por lo que utilizan promotores
tejido especifico como el promotor de la mielina bdsica (responsable de la mutacién
shiverer<?) o el promotor de un neurofilamento seguido por la regién 3’ del cDNA de un
receptor a glucocorticoides=".

No se sabe cual es el mecanismo por el cual la secuencia antisentido bloquea la
expresién del mensajero, pero puede actuar a nivel citopldsmico o nuclear por diferentes
mecanismos: degradacién ripida del duplex RNA:RNA o RNA:DNA,; interferencia con el
procesamiento del RNA; bloqueo del transporte al citoplasma o inhibicién de la traduccidn.
Se ha observado que dentro de las células los duplex se separan y que las adeninas que
estuvieron apareadas con uraci}os sc modificaron a inosina, lo cual cambia el cédigo
genético; esta podria ser un manera de potenciar el efecto inhibitorio del antisentido21,

En base a lo anterior. se podrfa decir que una manera Gptima para bloquear un
mRNA por medio de antisentido para analizar el efecto que tenga durante el desarrollo. es

_procurar que se exprese éste en todos los tipos celulares y en cantidades abundantes, lo cual
~s& podria conseguir utilizando el promotor de los geries de RNA ribosomal.’ Esta écnica”




presenta ventajas sobre la recombinacién homdéloga, ya que esta ultima es una estrategia
lenta, en la cual no basta que haya habido integraci6n del transgene, sino que se requiere
seleccionar a las células en las que se haya dado el evento de recombiancién homéloga, que
ocurre con una frecuencia de 1:100. Si se deseara bloguear varios genes simultineamente el
trabajo se amplificarfa, mientras que por medio de antisentidos se podrfa hacer facilmente.

Para probar si el promotor de los genes ribosomales funciona para producir
suficiente RNA antisentido en las ES. se necesita ensayar con un gene que se exprese
abundantemente. Un candidato adecuado es el gene de la fosfatasa alcalina tejido no
especifica (TN-ALP), ya que se expresa abundantemente y es ficil de medir la actividad de
la proteina, lo cual aumenta lus posibilidudes de poder bloquear cualquier otra gene en caso
de que resulte exitoso. En ratdn se han descrito tres genes diferentes de fosfatasa alcalina: Ia
isoforma tejido no especifica (TN-ALP) que se expresa en las ES (comunicacién personal
con el Dr. Ramiro Ramirez), lu isoforma embrionaria (E-ALP) y la isofarma intestinal (I-
ALP). Se sabe que presentan un patrén de expresién especifico durante el desarrollo, siendo
de particular interés la expresién abundanie de la isoforma TN-ALP en las células
germinales primordiales, puesto que pudiera estar involucrada en la determinacién de tales
c€lulas. Sin embargo, hasta la fecha no se conoce su funcién, lo que aumenta el interés en
utilizar este gene como modelo de ensayo pues se podria analizar el efecto de la ausencia de
fosfatasa alcalina en la proliferacién o diferenciacién de las ES.

Respecto a la manipulacién celular, atin hay sistemas de diferenciacién mejor
caracterizados para las células EC que para las ES. La inducci6n de la diferenciacién hacia
la linea muscular en respuesta a DMSO y hacia el linaje neuronal por induccién con dcido
retinoico (RA), son los sistemas mejor caracterizados. Se ha demostrado que ninguna de las
dos drogas son t6xicas para lus EC a las concentraciones utilizadas para inducir
diferenciacién®!*?, indicando que su efecto es induccién y no seleccién de células
diferenciadas que preexistian en el cultivo. Las dos drogas inducen diferenciacién afectando
diferentes blancos celulares, ya que mutantes que ya no pueden responder a una droga
continiian diferenciando en respuesta a la otra droga®3. La induccién con RA es de particular
interés debido a su relevancia durante el desarrollo. El RA es una molécula biol6gica que
participa en diferentes momentos de el desarrollo embrionario, como se ha visto durante la
formaci6n de las alas del pollo® donde se le ha considerado como morfégeno, durante el
desarrollo craniofacial®® y del sistema nervioso central® del mamifero; tiene una familia de
receptores que funcionan como factores transcripcionales inducibles por ligando, lo que los
convierte en candidatos para participar en la regulacién genética durante la diferenciacién y
el desarrollo®”. Un ejemplo de ello es la regulacién especifica que ejercen sobre genes
homeo6ticos, de acuerdo a patrones restringidos temporal y espacialmente; los genes
home6ticos son también factores wanscripcionales cuya expresién estd regulada durante el
desarrollo en todos los vertebrados y parecen tener un papel en la especificacién de las
identidades regionales a lo largo de los principales ejes embrionarios®,

Considerando las semejanzas entre las células ES y las EC mencionadas
anteriormente, en este trabajo se propone extrapolar los protocolos descritos para inducir la
diferenciacién de las EC a los cultivos de ES, lo que nos permitird contar con un modelo
para estudiar el proceso de diferenciacién celular.




OBJETIVO GENERAL

Establecer los sistemas para manipular a las c€lulas ES tanto a nivel molecular, bloqueando la
expresién de genes endégenos a través de transcritos antisentido, como a nivel celular
induciendo que diferencien hacia tipos celulares especificos.

OBJETIVOS PARTICULARES

A) Nivel Molecular.

Probar la funcionalidad del promotor de los genes RNA ribosomales para producir un RNA
antisentido capaz de bloquear la expresién del gene de la fosfatasa alcalina tejido no especffica
(TN-ALP), que se expresa abundantemente en Jas ES,

B) Nivel Celular. .

Se propone extrapolar los protocolos establecidos para inducir l1a diferenciacién de las EC hacia
el linaje neuronal en presencia de dcido retinoico (RA) y hacia el linaje muscular en presencia
de DMSO12.
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MATERIAL Y METODOS

1. Cultivo de células ES,

Medios y Soluciones.
a) DMEM Cat. 430-2100EB: para 1 litro
- Medir 950 ml H,O tridestilada.
- Disolver el medio y enjuagar la bolsa con un poco de agua para recuperar las
trazas.
- Agregar 3.7g de NaHCO; y en cuanto se disuelva ajustar el pH a 6.9 con aprox. 6
ml HCI 1N (preparado con H.G nidestilada).
- Esterilizar inmediatamente por filtracién.
- Guardar a 4°C con parafilm.
* No se debe agitar demasiado con el bicarbonato porque reacciona con el aire; el pH se
ajusta 0.3 unidades abajo del pH de uso porque sube al filtrarse.
b) Suero Bovino Fetal (SBF) marca DULBECO:
- Inactivar calentando a 56°C 30 min.
- Hacer alicuotas y guardar a -20°C.
¢) B-mercapto etanol (BME) 100X (10 mM): para 25 ml
4.54 ml de BME 155 mM (grado cultivo DULBECOQ)
20.46 ml PBS 1X
~ d) GPS 100X: para 50 m]
150 mg Penicilina grado cultivo
250 mg Streptomicina grado cultivo
- disolver en 50 ml H,O tridestilada y con esta solucién resuspender
200 mM Glutamina (liofilizada DULBECO).
- Esterilizar por filtracién.
e) PBS: para 1 litro
8g NaCl
0.2g KC1
0.2g KH,PO,
0.815g Na,HPO, anhidro
- Esterilizar por filtracién

f) Tripsina 0.25%:

- se disuelve en Versene* (DULBECO) a partir de un stock 2.5% en H,O
tridestilada.
g) Medio M15 final

500 ml DMEM

75 m]l SBF 15%

5 mi BME 100X 100 mM
5 ml GPS 100X

mmmm—-Parasubculiivar célulgs: -z
- Cambxar el medxo 3 -4 horas antes de subcultivar.



- Aspirar el medio y lavar dos veces con PBS.

- Afladir 0.5 ml de tripsina 0.25% para una caja de 6 cm de didmetro (lo minimo necesario
para cubrir la superficie) e incubar 10 min. a 37°C.

- Agregar M15 (2 mV/3 cm; 4.5 ml/6 cm) y dispersar las células pipeteando. Es importante
conocer el volumen final para contar la cantidad de células totales. Tomar una alicuota de 10
pl y contar en una cdmara de Neubauer.

- Centrifugar 5 min a 1000 rpm.

- Resuspender en M15 y sembrar alrededor de 1X108 células/caja 6 cm en 4 ml M15,

- Cambiar el medio cada vez que se acidifique, sin dejar que se ponga amarillo: a partir del
segundo dfa es diario.

I. Cultivo de células STO (G418* SNL76/7).

Medios y Soluciones
a) Medio STO:
460 ml DMEM
35 ml SBF (7% final)
5 ml GPS 100X
b) PBS
c)Tripsina 0.25%
d) Mitomicina 0.5mg/ml:
- Disolver 2 mg (lo que viene el frasco Béehringer) en 4 ml PBS.
* Usar guantes y cubre boca porque es muy téxico.
e) Gelatina 0.1%:
- dilvir con H,O tridestilada del stock 1%:  disolver calentando 0.5g gelatina grado
cultivo en 100 m1 H,O tridestilada.
- Esterilizar en autoclave.
Para subcultivar las células
- Quitar el medio sin raspar las células.
- Lavar 2X con PBS.
- Agregar 0.5 ml tripsina 0.25% a un frasco de 75 cm? o caja de 10 cm didmetro. Repartir la
tripsina por toda la superficie moviendo el frasco.
- Cuando las células se empiecen a desprender agregar 4.5 ml medio y dispersar las células
pipeteando.
- Pasar a un tubo estéril y tomar una alfcuota para contar las células.
- Centrifugar 5 min. a 1000 rpm.
- Tirar el sobrenadante y resupender en medio STO para sembrar alrededor de 400 000
células en un frasco de 75cm?, o bien sembrar 1/20 para mantener la linea.

Para preparar la monocapa de "feeders”

- Cubrir las cajas de cultivo con gelatina 0.1%; espurcirla bien por toda la superficie e

incubar minimo 2 horas a temperatura ambiente. Aspirar la gelatina antes de sembrar las
'Crecer 1as células STO & confluencia en cajas de 10 cm con 10 ml miedio.
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- Agregar 1/50 vol. (200 ml) de mitomicina 0.5 mg/ml (50X) para inactivarlas
mitéticamente. La concentracién final de mitomicina debe ser 10 Jig/ml. Incubar 2 horas con
la droga.
- Aspirar el medio y lavar 2X con PBS para eliminar la mitomicina,
- Agregar 0.5 ml de tripsina 0.25% y esperar a que se empiecen a despegar.
- Afiadir 4.5 ml de medio y resuspender las células pipeteando vigorosamente. Juntar las
células de hasta 5 cajas en un tubo estéril de 50 ml.
- Lavar las cajas con medio nuevamente para recuperar todas las células y centrifugar 5 min
a 1000 rpm.
- Tirar el sobrenadante y resuspender en 10 mi medio. Tomar una alicuota y contar el
nimero de células para diluirlus a 3.5X105 células/ml. Sembrar alicuotas de las células
"feeder” en cajas gelatinizadas de acuerdo a la siguiente relaci6n:

12 ml para caja 10 cm didmetro

4ml " " 6 cm didmetro
2ml " " 3 cm didmetro
0.5ml" " 24 0 4 pozos

- Incubar toda la noche para que las células se adhieran antes de usarse.

- Cambiar el medio para eliminar las células muertas.

* Puede permanecer hasta un mes en la incubadora pero deben revisarse bajo el microscopio
antes de usarse para verificar que la monocapa esté intacta.

HI. Congelacién y Descongelacién de Células.

Medio y Soluciones.
a) Medio para Congelar 2X: para 25 ml final

15 ml DMEM 60%
5 ml DMSO grado cultivo 20%
5ml SBF 20%
b) PBS

¢) Tripsina 0.25%

d) Medio de cultivo (M15 o medio STO)

Para congelar las células:

- Disociar las células con tripsina 0.25% 10 min a 37°C.

- Inactivar a la tripsina con 1 vaol. de medio y disgregar las células pipeteando vigorosamente
para desagregar las colonias. Verificar bajo el microscopio que no haya grumos.

- Tomar una alicuota y contar las células.

- Centrifugar las células 5 min a 1000 rpm.

- Resuspender en la mitad del volumen requerido para obtener una densidad de 5X108-107
células/ml.

- Agregar gradualmente un vol. de medio para congelar 2X mientras se agita el tubo.

- Ripidamente alicuotar en tubos de congelacién (0.25-0.5 ml/tubo) y poner a -70°C durante
24 horas.

= Transferir los tubos. al contenedor de Niwdgeno liquido..... . . ...
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Para descongelar células:

- Transferir el vial conteniendo las células congeladas a un bafio a 37°C.

- Cuando se descongelen, transferir a un tubo estéril y agregar 5 vol. medio agitando el tbo.
- Centrifugar § min. a 1000 rpm.

- Quitar el sobrenadante y resuspender en 2 ml de medio, agitando mucho para evitar la
presencia de grumos.

- Sembrar los 2 ml de células en una caja de 3 cm didmetro con células "feeder”,

- Incubar a 37°C con 5% CO,.

IV. Transfeccién de células ES.

Medios y Soluciones
a) Pldsmido linearizado
b) M15
¢) Tripsina 0.25%
d)PBS
¢) Etanol 70%
f) DOTAP (Boehringer)
g) OPTIMEM (GIBCO-DULBECO)
h) G418 100X:
- disolver 18mg de ingrediente activo (cada frasco indica la fraccién activa por mg)
en 1ml de PBS.
- Esterilizar por filtracién.
- Almacenar a 4°C,

Para electroporar (dia 1).

A) Preparacién del DNA.

- Para hacer las construcciones se siguieron los protocolos descritos 9,

- Purificar el pldsmido a gran escala, precipitando con PEG para eliminar el RNA que inhibe
la eficiencia de transfeccién.

- Digerir 200 pg del vector con la enzima requerida para linearizarlo. Comprobar la
digestién en un minigel.

- Limpiar el DNA con extraccién fenol/CHCly; CHCl,.

- Precipitar con 1/10 vol. NaCl 5M y etanol absoluto.

- Resuspender en TE 0.1X estéril y ajustar la concentracién a 1pg/ul.

B) Preparacién de las células.

- Un dfa antes de la electroporacién subcultivar las ES (80% confluente) sembrédndolas en
proporcién 1:2.

- Cambiar el medio 4 horas antes de la electroporacién.

- Lavar el medio con PBS y levantar las células con tripsina 0.25%.

- Inactivar con 5 vol. medio y disgregar pipetzando.

- Centrifugar 5 min. a 1000 rpm. .

- Resuspender en PBS y contar el ndmero de células,

2 Cenwrifugar 1as célulds’y resuspender en PBS 4 una densidad final de 11X 10° células/ml. ~
~C) Electroporaci6n en aparato Hoefer.
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- Mezclar 25 ug del DNA con 0.8 ml de células en una cubeta de elec
- Incubar § min. a temperatura ambiente. Mientras:
- Limpiar con etanol 70% los electrodos y la cdmara en la campana.
- Introducir los electrodos en la cubeta, colocar ésta en la cdmara, ¢
electroporador.
- Ajustar el voltaje a 230 mV y el capacitor a 490uFD. El intervalg
1.000 mseg.
- Oprimir el botén rojo (iniciar). debe sonar un tono. prenderse el
"descarga” y cuando se prende el foco "ready" desconectar la cim
campana.
- Retirar la cubeta, dejar 5 min a temperatura ambiente y sembrar:

0.8 ml en caja 10 cm

0.2 mlencaja3 cm

roporacion.

errarla y conectarla al
de descarga se fija a

foco "cargar”, luego
ara y transladarla @ la

- Dejar recuperando 24 horas antes de agregar M15 con G418 0.18 mg/ml final.

Para lipofectar (dia 1).
A) Preparar conjugado DOTAP:DNA
- 30 pl DOTAP
-5 ug DNA
- aforar a 200 pl con OPTIMEM
- incubar 15 min. a temperatura ambiente.
- Colectar las células tripsinizando., como si se fueran a subcultivar.
- Centrifugar alicuotas de 105 células por tubo.
- Resuspender en 800 p1 de OPTIMEM
- Agregar los 200 ul y pasar a un tubo eppendorf.
- Incubar 4 horas en agitacién a 37°C.
- Cambiar el medio y poner M15 para que se recuperen.
- A las 24 horas agregar M15 con G418 (.18 mg/m! final.

Para seleccionar colonias recombinantes (dia 3-10u 11)
- Se tardan entre 4 y 5 dias en morirse las células con G418. Cambiar|

el medio conforme se

vaya acidificando hasta que desaparezcan los restos celulares y se vean colonias resistente a

neomicina a simple vista.

Para expandir las colonias (dia 11-12),
- Lavar las cajitas 2 veces con PBS; dejar PBS cubriendo las células.

- Poner gotitas de tripsina en la tapa de una caja de 10 cm en un a.rrngo como cajas de 24

pozos, como se muestra en el siguiente esquema.

)

O
OO0000
O

slelolele)
ololelele;

colonias resistentes gotita tripsina en arreglo caja 24 pozos semb

OO000

rar sobre "feeders”
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- Bajo el microscopio tomar cada colonia con una pipeta puesta méximo en 10 pl; en
ocasiones es necesario despegar mecénicamente la colonia de los alredecores. Transferir la
colonia a la gotita de tripsina.

- Incubar 10%-15' a 37°C.

- Quitar el medio STO de una caja de 24 pozos con "feeders" y poner M15.

- Agregar 20 ul de M 15 de cada pozo a cadu gotita y disgregar la celoniy pipeteando.

- Transferir la suspensién de ES a lu cuja de 24 pozos con "feeder”.

Para analizar las colonius (dia 16 6 17)

- Cambiar el medio 3-4 horus antes.

- Tripsinizar

- Resuspender y tomar 50% para congelar, 10% subcultivar y 40% cuantificar actividad
ALP.

V. Cuantificacion espectrométrica de la actividad total de ALP.

Soluciones
a) Formol 4% en PBS
b) PBS
c) Para-nitro-fenol-fosfato (PNPP) 100mg/ml en H,0.
d) Buffer ALP: Tris 10 mM pH 9.5
MeCl2 0.5 mM
e)EDTA 0.25 M pH 8

Procedimiento
- Resuspender células en formol 49% en PBS pura fijalas e incubar 15 min.
- Lavar 2 veces: centrifugar 5' a 1000 rpm.
resuspender en PBS
- Centrifugar y contar el nimero de células.
- Resuspender en buffer ALP a una densidad de 6X105 células/ml.
- Preparar las diluciones celulares aforando a 495 pl con buffer ALP en una cubeta para leer
en el espectro.
- Agregar 5 4l de PNPP a cada dilucién con un intervalo de 10 seg entre cada muestra. Dar
vortex. Incubar a temperatura ambiente protegido de la luz.
- A los 15 min exactamente parar la reaccién con 500 ul de EDTA 0.25M a cada cubeta
(con 10 seg de intervalo entre cada cubeta); dar vortex.
-Leer inmediatamente la densidad éptica a 405 nm.

VI. Purificacion de ALP.

Soluciones
a) PBS

=b) Buffer ALP- oot S ST
c) Buffer ALP+Tritén X-100 1%



d) Acetona
¢) Butanol saturado frfo.

Procedimiento

- Recolectar las células tripsinizando.

- Resuspender en 1 ml PBS y pasar a tubo eppendorf.

- Centrifugar 5'a 1500 rpm.

- Resuspender en 0.5 ml de bufict ALP y homogeneizar (con un homogeneizador para
eppendorf).

- Centrifugar 10' a 3500 rpm para eliminar los niicleos.

- Tomar el sobrenadante y pasarlo a un tube nuevo.

- Centrifugar 15'a 12,250 rpm para eliminar los organelos.

- Tirar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 100 pl de buffer ALP+Tritén 1%.
- Agregar 100 pl de butanol saturado y agitar vigorosamente 30'.

- Centrifugar 30' a v.max. en microfuga.

- Tomar la fase acuosa (que queda abajo) y pasarla a tubo nuevo.

- Precipitar con acetona y centrifugar 1 hora a v.max. en microfuga.

- Resuspender la pastilla en Buffer ALP.

VII. Deteccién de actividad de ALP en gel acrilamida 6%.

Soluciones
a) Buffer A: para 100 ml final
18.17 g Tris 1.5M
4 ml SDS 10% 0.4%

- Disolver en 80 ml H,0
- Ajustar el pH a 8.8 con aprox. 2.5 ml de HCI concentrado.
- Aforar a 100 ml.

b)Buffer B: para 100 ml final

6.06 g Tris 0.5M
4 ml SDS 10% 0.4%
- Disolver en 80 ml H,0.

- Ajustar el pH a 6.8 con aprox. 4.4 ml de HC! concentrado.
- Aforar a 100 ml.
¢) Acrilamida 30%: para 165 ml
50 g acrilamida
1.32 g bisacrilamida (0.8% final)
- Disolver en H,O aforando a 165 ml
d) Temed
e) Persulfato de amonio 10%.
- Se disuelve en agua.
f) Buffer ALP
g) Fenilalanina 25 mM:
..= Disolver 200 mgen 50 ml de butfer ALP e



h) Levamisol 1 mM:

- Disolver 12 mg en 50 ml de buffer ALP
i) Buffer para cargar la muestra: para 10 ml

1.25 m] buffer B

100 pl SDS 10%

1 ml glicerol

una "pizca" de azul de bromofenol

- Aforar con H,O
j) BCIP:

Disolver 16.5 mg en 1 ml de bufter ALP (o dimetil formamida si es la sal no soluble
en agua).

Para hacer el gel

Gel separador: para 24 ml Gel concentrador: para 10 ml
Buffer A 6 ml Buffer B 2.52ml
Acrilamida 30% 4.8 ml Acrilamida 30% 1.32ml
H>0 13.2ml H,0 6 ml
Temed 201 Temed 10p1
Persulfato 10% 200u1 Persulfato 10% 50u1

-Cargar las muestras por triplicado con el buffer para cargar sin calentar, porque la TN-ALP
es sensible a la temperatura,

- Correr 3-4 horas a 100 volts. (No se corre a corriente constante porque se calienta el gel y
las muestras se desnaturalizan).

- Incubar el gel 1 hora a temperatura ambiente en la solucién con el inhibidor (Phe o
levamisol) y al control en buffer AT.P solo.

- Agregar 0.5 ml de BCIP a cada gel. proteger de la luz e incubar toda la noche a 37°C.

* La proteina debe ser purificada para que en el gel no salga un barrido.

VIIL Purificacién de RNA eliminando completamente al DNA.

Soluciones

a) Urea 6M/LiCl 3M.

b) Sol. D: para 50 ml
Tiocianato de Guanidina 4M 23.632¢
Citrato de Sodio 25mM pH 7 1.25 ml de stock 1M
Sarcocil 0.5% 2.5 ml de stock 10%
H-0 28 mi

¢) Etanol 95%

d) Acetato de Sodio 2M pH 4

e) Fenol saturado con H,O

f) Cloroformo:isoamilico 24:1

g) Isopropanol

_ h)DNAsa lxbxe de R\IAm » o L
-1 Etanol 0%~ o T T T
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Procedimiento .

- Lisar las células en sol. urea/LiC] dando vortex (2x 108 células/ml sol.).

- Precipitar a -70°C minimo 4 horas.

- Centrifugar 10' a 4°C, inmediatumente tirar el sobrenadante (donde estd el DNA ya que el
LiCl precipita preferencialmente el RNA). Con un papel absorbente eliminar el exceso de
liquido.

- Resuspender la pastilla en 500pi de sul. D.

- Agregar 150u1 de etanol 95% e incubar en hielo 5°

- Centrifugar 15' a 4°C, tirar el sobrenadante. (Esta precipitacién rdpida elimina DNA ya que
requiere de mds tiempo que el RNA para precipitar'?).

- Resuspender en 500p! de sol. D y agregar 50p1 (1/10 vol.) de NaAc 2M; vortex.

- Extraer con 500ul (1 wvol) fenol sawrado con agua + 100l (/5 vol)
cloroformo:isoamilico.

- Dejar 15" en hielo para que se formen las dos fases.

- Centrifugar 20' en frio.

- Pasar fase acuosa a tubo nueva y precipitar con 500u1 (1 vol.) de isopropanal.

- Incubar 30" a -20°C. (Tiempos m4s largos aumentan la contaminacién con DNA).

- Centrifugar 20" a 4°C.

- Resuspender la pastilla en 25p} agua.

- Afadir 1pl DNAsa libre de RNAsa ¢ incubar 15' a 37°C. (No es necesario agregar buffer
para DNAsa, incluso han visto que baja el rendimiento de RNA por actividad remanente de
RNAsa en presencia de Mg?)

- Agregar 22511 (10 vol.) sol. D (Es suficiente para eliminar completamente la actividad de
DNAsa, no es necesario volver a extraer).

- Precipitar con 250ul (1 vol.) de isopsopanol de 30" a 1 hora a -20°C.

- Centrifugar 10' en frio; lavar la pastilla con etanol 70% fifo.

- Resuspender en 251 agua y cuantificar en el espectro 10D=40pg.

IX. RT-PCR

A) Transcriptasa Reversa
Para 501 de reaccion:
x ul RNA (10pg)
1 ul oligodT (ug)
- calentar 5’ a 65°C, mientras mezclar:
10 ul buffer RT 5X
2 ul dNTP's 5mM (200pM finat)
2 ul DTT 0.1M (10mM final)
YUl HO
0.5 pl transcriptasa reversa BRL.
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B) PCR
Para 50p1 de reaccién:
X Hl Hzo
5 pulde cDNA
5 ul buffer taq 10X
2 u1dNTP's SmM
¥ Kl oligos (30 pmol de cada uno)
1 pl Perfect Match* (Stratagene)
- calentar 3' a 95°C y agregar
0.5 pl tag Boheringer

C) Gel agarosa 3%

- Disolver 1.5 g de agarosa en 50 m! TBE 0. 5X

- Agregar bromuro de etidio 30 mg/ml final antes de vaciar.

- Correr en TBE 0.5X conteniendo bromuro de etidio 30 mg/ml a 260V.

D) Secuencia de los oligos utilizados

Para distinguir los transcritos sentido, antisentido y end6geno:
oligo a (TNa): 5' AGC GCA GGA TGG ATGTGA CC 3'
oligo b (TNb): 5' CCT TAA GGG CCA GCT ACACC 3
oligo u (universal-merino): 5'GTT GTA AAA CGA CGG CCA GT 3
Para detectar la isoforma embrionaria:

oligo E-ALP3": 5' GCC CGG GCT CAC TGC ACT GC 3'
oligo E-ALPS": 5' CGC ACC AGT GAG CAG GAC ACG 3'
Para detectar la isoforma intestinal:

oligo I-ALP3": 5' GCT GGA ACC CCA GAC CCC GAG 3'
oligo I-ALP5": 5 GGC CCT CTC GAT GGC TAA GCTG 5’
Para detectar HPRT:

oligo H1: 5' CCT GCT GGA TTA CATTAA AGC ACT 3’
oligo H2: 5' GTC AAG GGC ATA TCC AAC AAC AAAC3'

X. Induccién de la diferenciacion formando agregados.

Soluciones.

a) DMSO grado cultivo

b) Stock RA 10 mM en etanol 95%.
c) M15

d) PBS

e) Tripsina 0.25%

Procedimiento

- =Recolectar las células tripsinizando y llevarlas a una densidad de 105¢é1lulas/ml de M15.
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- Prepara las diluciones requeridas de la droga, ya sea DMSO o RA en 1 mt de M15 (ej. 100
pul RA 10 uM + 900 pl M15) y ponerlo en caja petri para cultivar bacterias de 10 cm de
didmetro. ‘
- Tomar 9 ml de 1a dilucién celular y sembrarlos sobre la caja con el ml de droga.
- Alos 3 dfas subcultivar:

-Aspirar el medio con las células (formando pequefios grumos) y dejar 15' decantar
en tubo estéril de 15 ml.

- Preparar las cajas petri para bacteria con 1 ml M15+droga.

- Quitar el sobrenadante y resuspender en 9 ml M15 y sembrar sobre el ml de droga
preparado.
- A los 2 dfas volver a subcultivar.
- Dos dfas después sembrar los agregados sobre caju de cultivo para que se puedan adherir:

-Aspirar el medio con las células (formando pequefios grumos) y dejar 15' decantar
en tubo estéril de 15 ml.

- Quitar el sobrenadante y resuspender en 10 ml de M15; sembrar en caja de cultivo
de 10 cm de didmetro.
- Cambiar el medio conforme se vaya acidificando. A partir de los 4 dias aparecen células
diferenciadas.

1ml droga 1ml droga
> ¥ > 9mi +é1 I ?
9ml células , i celuias
caja petri para bacterias caja petri para bacterias
100 000 célvlas/m! 3 dfas decantar 15 2 dfas decantar 15
2 dfas
v

>

caja de cultivo




RESULTADOS

A) Manipulacién de Ias ES a nivel molecular.

A.IL Construccion de los vectores para expresar el RNA antisentido de ALP a partir del
promotor del gene RNA ribosomal.

Para bloguear la expresicn de TN-ALP en las ES se construyd un plismido que transcribe
RNA antisentido complementario a! mRNA de TN-ALP a partir de un fragmento funcional
del promotor de los genes RNA ribasomales?!. en el cual se uni6 el promotor con un
fragmento (711 pb) de la regitn 5' del cDNA de TN-ALP en orientacién 3-5' (pALPas);
paralelamente se construyd el plismido pALPs que transcribe RNA sentido para utilizarse
como control. En la figura 1 se presenta un esquema de la estrategia de las construcciones.

En un principio se considerd analizar la funcionalidad de las construcciones en
experimentos de expresion transitoria, para lo cual se estimé la eficiencia de transfeccién. Se
electroporé el pldsmido pCH110, que expresa B-galactosidasa bajo el control del promotor
de SV40, y en el mejor de los casos el ndmero de células azules no superaba el 1% (ver mds
adelante). Con esta eficiencia no era posible detectar una disminucién en la actividad de ALP
debida a la produccién de antisentido en las células transfectadas con ¢l pldsmido pALPas.
En consecuencia, hubo la necesidad de introducir un cassette que confiere resistencia a
neomicina para seleccionar las colonias recombinantes y cuantificar la actividad de ALP en
células con expresion estable. Para insertar el cassette Neo a los pldsmidos pALPs y pALPas
se siguié la estrategia esquematizada en la figura 2.

Al Transfecciin y selecciin de colonias con expresion estable de las construcciones.

Para optimizar la eficiencia de la transfeccién se compararon los métodos de electroporacién
y lipofeccién.

a) Electroporacion.

Para montar las condiciones de electroporacién se compararon 2 marcas de electroporador:
Bio-Rad y Hoefer. Para el caso del electroporador Hoefer se varié el voltaje entre 230V y
280V y el intervalo de descarga, siendo el mejor r=1.000, manteniendo la capacitancia
constante en 290uF. Con el electroporador Bio-Rad se utilizaron las condiciones
reportadas™: 230V, 500uF y 180 amperes. Se electroporé el plismido pCH110 para
comparar las eficiencias de los métodos entre sf, como se muestra en la tabla 1.

b) Lipofeccién.

El principio de la lipofeccion se basa en establecer un conjugado de lipidos con DNA que
resulta permeable a las células. Se probaron 2 marcas de lipidos: DOTAP de Boehringer y
LIPOFECTINA de GIBCO-BRL. Se variwron lus relaciones DNA:Ifpido. el tiempo de
incubacién de las células con el conjugado y el medio de incubacién. Las condiciones
.Gptimas fueron con una relacién 1:6 de DNA:DOTAP incubando en OPTIMEM?* 4 horas en
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Figura 1. Estrategia de las construcciones.
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agitacién (ver material y métodos). La lipofectina resulté téxica para las células de manera
que las lipofecciones se realizaron con DOTAP. En la tabla 1 se resumen los resultados,

Método Relacién Células Azules  Eficienci
DNA:DOTAP a
Electroporacién Bio-Rad - 1 de 1.1x107 -
Electroporacién Hgefter - 2581 de 1.1x107  0.025%
Lipofeccién en DMEM  1:2 (15pg:30pg) 2 de 4x105 0.0005%

Lipofecci6n en DMEM  1:3 (J0pg:30pg) 42 de 4x10°5 0.01%
Lipofeccién en DMEM  1:6 (5pg:30ug) 17 de 4x10%  0.0004%

Lipofecciénen DMEM 17 (5pg:35ug) 6 de 4x105 0.0015%
Lipofeccién en 1:6 (Sug:30ug) 4,573 dedx10° 1.125%
OPTIMEM

Tabla 1. Optimizacién de Jos métodos para transfectar ES con el pldsmido pCHI10.

Con las condiciones éptimas se transfectaron los pldsmidos pALPasNeo (colonias As) y
pALPsNeo (colonias S) tanto por lipofeccién como electroporacién. En la figura 3 se
muestra el mapa de los pldsmidos.

I, Cuantificacion de la actividad de ALP en una muestra de las colonias transfectadas.

Puesto que ALP se encuentra en la membrana plasmdtica se puede cuantificar su actividad
en células enteras, por Jo que la cuantificacién se hizo analizando diluciones celulares. Se
hizo una curva de densidad celular por duplicado analizando una colonia As y una colonia S
tomadas al azar; en la colonia As8 hubo un 489 de inhibicién de la actividad total de ALP
con respecto a la colonia S8, como se muestra en la grifica 1A,

Hay dos posibles explicaciones de que la inhibicién no haya sido del 100%, una es
que el antisentido no sea 100% eficiente y la otra es que en la actividad total de ALP haya
contribucién de otras protefnas diferentes a la TN-ALP. Aunque en la literatura no se ha
descrito y las células EC, que comparten caracteristicas con las ES, s6lo expresan la TN-
ALP, hay varias evidencias para pensar que hubiera otra isoforma presente. La primera es en
base a la observacion en el laboratorio de que las ES siguen presentando actividad de ALP
adn después de tratamientos en los que las células germinales primordiales. que también
expresan la isoforma TN-ALP, pierden completamente la actividad, ademds de que se sabe
que la isoforma TN-ALP es muy inestable y sensible a la temperatura*?, La segunda es que
en blustouistos, etapa de donde provienen las ES. se expresan tanto la isoforma TN-ALP
como la isoforma embrionaria (E-ALP)*). Aunque es posible que el gene E-ALP sea
expresado por células diferentes a las que expresan el gene TN-ALP, lus ES pudieran
expresar ambos. La fenilalanina (Phe) es un inhibidor de la isoforma I-ALP42 y posiblemente
de E-ALP, pero no de TN-ALP. Para_saber si_en las ES_existe alguna isoforma_sensible a

DR Phe; §¢ Thantifica Ta actividad total en piesencia de ’S”TWﬁ'y clectivamente la actividad
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baja alrededor del 509% (grifica 1A). Al cuantificar la actividad de la colonia As8 en
presencia de Phe ésta prdcticamente desaparece, lo que sugiere que el transcrito antisentido
si estd bloqueando la traduccién de TN-ALP, pero que la expresi6n de otro u otros genes
contribuyen a la actividad total de ALP. Sin embargo, cuando se repitié la cuantificacién en
células que llevaba dos subcultives mds. la colonia As8 sélo wvo una inhibicién del 11%
respecto al control y en presencia de Phe disminuyd sGlo un 419 en lugar de bujar a casi
cero como en Ja medicidn anterior fgrifica 1B).

A . B
04 M ss 05 M ss
g 03 [ s8 Phe & gi' 3 ssPhe
vy = uol
g 02 O as8 a 02 3 as8
8 w1 ISHB!
) BB A8 Phe 0 B8 Asg Phe
0 TR 2R S8
QN N2z ® 5 LA
=8 - o densidad celular

densidad celular X1000

Gréfica 1. Cuantificacién cspectrométrica de la actividad total de ALP, Panel A, Las células llevaban tres
subcultivos; panel B, las células lievaban 5 subcultivos.

Considerando que la inestabilidad del fenotipo fuera una particularidad de la colonia As8, se
amplié el andlisis con otras colonias. de las que se hizo una curva de actividad normalizando
por pg de protefna; sélo la colonia Asll parecié tener menos actividad de ALP. aunque
dnicamente del 8% respecto a las células sin wansfectar (datos no mostrados). Se repitié la
cuantificacién de la colonia As8 que habfa tenido menor actividad (grifica 1A), junto con
otras colonias recién descongeladas. En este experimento nuevamente sélo la colonia As8
tuvo menor actividad que los controles. pero la disminucién fue dnicamente del 15%. como
se muestra en la gréfica 2.

0.7 =S
0.6 Ose
g 0.5 o
=
§ 0.4 S7
0.3
a M s8
© 902
0.1 [ As8
0
18750 75000 300000 D Aso
densidad celulur B as10

Griafica 2. Cuantificacién espectrométrica de la actividad total de ALP en colonias recién descongeladas,
excepto As® que lieva § subeultivos.
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El hecho de que la colonia S6 tenga mis actividud que las células sin transfectar no puede
deberse a una contribucién por parte del transgene, puesto que el transcrito es producido
por la RNA polimerasa I y en principio no debiera traducirse, Una observacian interesante es
que la colonia As8 proliferaba mds lento que lus demds colonias durante los primeros
subcultivos, tarddndose 2 dias mds en llegar a confluencia. Esta lentitud de crecimiento fue
disminuyendo con cada pase de tal forma que al'momento del experimento de la grifica 2,
en el cual ya habfa acumulado 8 subcultivos, proliferaba a una velacidad comparable con las
demds colonias. Considerando la posibilidad de.que la. disminucién de ALP fuera
desventajosa para las célulus, serfu posible que se estuvieran seleccionando aquellas que
lograran sobrepasar el blogqueo de la expiesion de TN-ALP. ya sea expresundo otru
isoforma, por rearreglo de la construccidn o algdn otro mecanismo. Si este fuera el cuso. en
células recién descongeludas deberfu huber mayor inhibicion de ALP. Para probar esto se
descongel$ una alicuota de la colonia As8. asi como de otras colonias tanto As coma S.
Normalizando por cantidad de protefna, en la grifica 3A se muestra como la colonia As8
recién descongelada tuvo 58% de inhibicién de la actividad de ALP, comparable a lo
observado inicialmente. Después de dos subcultivos se repiti6 el experimento (gréifica 3B) y
la colonia As8 efectivamente se estaba recuperando, pues la actividad fue. s6lo 32% menor.
Sin embargo, la presencia de Phe en este caso no desapareci6 la actividad de ALP como se
habfa observado anteriormente.
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Grifica 3. Cuantificacién espectroméirica de Ia actividad 1ol de ALP. Pancl A, colonias recién
descongeladas; Panel B, colonias después de dos subcultivos en presencia o ausencia de 25 mM Phe.

Para comprobar que la actividad remanente en presencia del antisentido se debe a la
participacién de otras proteinas. se hicieron geles de protefna para revelar por actividad la
presencia de m4s de una banda. Aunque no se lograron distinguir con claridad varias bandas,
se demostr6 la presenciz de unua proteina activa (pudieran ser varias protefnas) atn en
presencia de levamisal. un inhibidar especifico de la isoforma TN-ALP# que pudiera ser la
isoforma embrionaria (figura 4A).
Para saber si la actividud remanente en el gel con levamisol se debe a la expresién
alguno de los genes E-ALP o I-ALP. se utilizaron los oligos descritos®® para detectar el
o mBNApar - REPCER-EndofiguradBosecdemuestrorquesefertivamente;el-gene B AT Poser = oo

expresa en las ES ademis del TN-ALP, mientras que el gene I-ALP no se expresa. Los
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Figura 4.Presencia de otra isoforma de ALP en las
ES. Panel A, actividad de ALP aiin en presencia de
los inhibidores Phe o levamisol en gel de proteina
relevado por actividad. 1, isoformas higado y
placenta humanas; 2, CIAP (calf intestinal
alkaline phosphatase); 3, células ES; 4, colonia 57;
5, colonia SB; 6, colonia As5; 7, colonia Asé; 8,
colonia As8. Panel B, RT-PCR de ES para detectar
la expresién de TN-ALP (TN), E-ALP (E)o I-ALP

(@); se utilizd HPRT como control.
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oligos utilizados se encuentran en exanes diferentes, 1o que permite distinguir el producto de
amplificacién a partir de cDNA respecto al producto amplificable utilizando DNA genémico
como templado ver figura 5B y C).

IV. Deterntinacién por RT-PCR de la expresion del transcrito antisentido en las colonias
transfectadas.

Para averiguar si las colonias que tuvieron menor actividad de ALP en realidad producfan el
antisentido, se analizé por RT-PCR la expresidn de las construcciones en las colonias. Se
disefiaron oligos internos al fragmento de cDNA utilizado en la construccién, que en
combinacién con un oligo universul modificadod, nos permite distinguir el transcrito
antisentido del sentido y la praduccicn endégena de mRNA de ALP, como se esquematiza
en al figura 5A; en la figura 5B se muestra el tamafio de los fragmentos esperados
dependiendo del par de oligos utilizado. Se hicieron los controles sobre los plismidos
directamente para comprobar que efectivamente podfamos distinguir el transcrito sentido del
antisentido (fig. 5C).

En Ja figura 6 se muestran varias colonias con expresién de la construccién. En el
panel A se presenta la expresi6n en un grupo de colonias de HPRT, el gene que codifica
para la enzima hipoxantil-fosforibosil-transferasa, para demostrar la presencia de cDNA
incluso en los casos en que no se detecte expresidn de las construcciones. En el panel B se
muestra Ja expresién del antisentido en las colonias que resultaron positivas para HPRT; las
colonias As7 y Asll que mostraron una reduccién en la actividad de ALP efectivamente
transcriben el antisentido, aunque twmbién hay sefial en colonias que no disminuyeron la
actividad total de ALP. En un segundo grupo se analizé la expresién en la colonia S8 y en
las colonias As8, As9 y As10. Como se observa en la figura 6C Ja colonia As8, que mostré
menor actividad de ALP, expresa abundantemente el antisentido, aunque el mensajero de
TN-ALP no desaparece.

V. Andlisis de la insercion en el genoma de la construccién completa

Una explicacién de que la efectividad del antisentido se esté perdiendo, podrfa ser la
formacién de rearreglos en las construcciones de manera que se pierda parte del promotor;
debido a que existen 13 repeticiones en el promotor ribosomal, la frecuencia de
recombinacién podria aumentar. Por medio de experimento tipo Southern se comprobé que
1a construccién estd completz y en multicopia s6lo en la colonia S7 (figura 7). El hecho de
que no observe sefial en la colonia As8 entre otras, mientras que por RT-PCR se detecta
actividad transcripcional, se podrfa explicar suponiendo que en las colonias hay una
poblacién heterogénea donde la mayorfa de las célulus no tiene la construccién funcional,
siendo sélo detectable por PCR lu minorfa que atn expresa el antisentido. Esto podrfa
explicar también porque sdlo hay unu inhibicién parcial de la actividad de ALP. misma que
va disminuyendo con el tiempo. La colonia As8 llevaba 8 subcultives cuando se le extrajo el

DNA para este experimento, que es cuando tenfa una actividad 15% menor que la colonia _
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Figura 5. Estrategia para distinguir por PCR la expresién de las construcciones y del mensajero
enddgeno de ALP en las células transfectadas. Panel A, mapa de los oligos utilizados (secuencia en
material y métodos). Panel B, tamafio de los fragmentos esperados segiin el par de oligos que se utilice.
Panel C, PCR a partir de pldsmido como control positivo mostrando los diferentes tamafos esperados
de acuerdo al par de oligos utilizado; los dltimos tres carriles muestran la amplificacion especifica de
los genes TN-ALP (TN), E-ALP (E) ¢ I-ALP (I} a partir de DNA genémico.
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Figura 6. RT-PCR para detectar expresién de RNA antisentido en las colonias transfectadas.

Panel A, expresién de HPRT como indicativo de la cantidad de cDNA para cada muestra; panel
B, amplificacién de RNA antisentido en las colonias que expresaron HPRT en el panel A. Panel
C, expresién de TN-ALP, transgene antisentido, transgene sentido y HPRT en otro grupo de

colonias. M, pBR322/Hinfl; ES, células sin transfectar,
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Figura 7. Southern de DNA genémico digerido con Xbal, utilizando como sonda pALPasNeo
linearizado con Xhol (ver mapa en material y métodos). Se indican las bandas correspondientes
al gene TN-ALP endégeno. Sélo la colonia S7 tiene la banda de 2700pb esperada de la
construccién. M, pBR322/Hinfl. Los tamafios se indican en pb.




- muestra-la. morfologfa tipica.de las colonius de ES_cultivadas: sobre: una: monocapa. de

control; aunque la colonia S7 llevaba el mismo tiempo de cultive no existe presién para
seleccionar aquellas células que recombinen en el promotor ribosomal,

B) Manipulacién de las ES a nivel celular.
L Induccién de la diferenciaciin hacia el linaje muscular en presencia de DMSO.

Se hizo una curva de concentracién de DMSO para establecer la concentracién 6ptima para
inducir la diferenciacién. El rango de concentraciones se eligié considerundo que para
inducir la diferenciacién de las EC se utiliza 1% de DMSO2, ademis de que el Dr. Philippe
Brab2 (en comunicacién personal) observé que concentraciones mayores al 1% resvitan
letales para las células ES. En la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos de un total de 5
experimentos independientes.

Concentracién de DMSO Porcentaje de células
diferenciadas

control <1%

0.05% <1%

0.075% <1%

0.1% <1%

0.5% <1%

0.75% 10%

1% 30%

Tabla 2. Porcentajes representativos de células diferenciadas por induccion con diferentes concentraciones
de DMSO.

Para considerar que hubo diferenciacién se compard la moifologia que adquirieron las
células con la morfologfa descrita tanto para musculo esquelético como cardfaco'?; se
consideraron células cardiacas aquellus que latfan. El proceso de induccién involucra una
primera etapa durante la cual se generan grumos que posteriormente se dejan adherir a una
caja de cultivo, donde las células diferenciadas migran fuera del grumo (ver matesial y
métodos}, Alzunos grumos (aprox. el 10%), sin embargo, no se adhicren a la caja de cultivo
y se desarrollan como cuerpos embrionarios. Se encontraron latiendo tanto células adheridas
como cuerpos embrionarios. La frecuencia de ambos tipos de cflulas diferenciadas
increment6 en presencia de 0.75% - 1% DMSO. El hecho de encontrar células diferenciadas
en ausencia de DMSO o a concentraciones bajas (<0.5%) corresponde a la capacidad de las
ES a diferenciar en ausencia de células "feeder™.

Los eventos de diferenciacion fueron independientes. es decir que en la caja de
cultivo se observaron varios focos de células latiendo en la monocapa que se iban
coordinando conforme aumentaban los dfas de cultivo, de forma que para el séptimo dia de
cultivo prdcticamente todus las célulus que luttan 1o haciun sincronizadamente. La
diferenciacién hacia misculo esquelético no se comprobd a nivel molecular En la figura 8 se

“feeders” (pdnel A) ia morfolou.l que adqu:exen al ser inducidas a formar agregados en
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ausencia de droga (panel B), asf como la imagen de un grumo que latfa y la monocapa
formada por células que migraron fuera del grumo (panel C).

1I. Induccién de la diferenciaciin hacia el linaje neurenal en presencia de RA.

Aunque estaba reportado que el dcido retinoico (RA) resultaba letal para las células ES12,
existia el antecedente (Dr. Brabé. comunicacién personal) de haber logrado inducir al menos
cambios morfoldgicos semejando neuronas y astrocitos en presencia de concentraciones de
RA menores a 108M , la concentracién utilizada para inducir la diferenciacién de las EC12,
El RA existe en varias confarmaciones que se distinguen por la potencia con la cual realizan
su actividad biolGgica y hay una familia de receptores para las diferentes conformaciones?s,
En el caso particular de la induccitn de la diferenciacidn hacia la 1fnea neurnal de las EC las
conformaciones rransRA han sido mas potentes que la conformacién 9-cis RA, aunque en
otros sistemas se ha observado In contrario’s. En base a estos antecedentes, decidimos
ensayar una curva de concentraciones de rrans-RA para establecer el rango que mejor
funcionara para nuestra linea celular. Encontramos que efectivamente se mueren las células
al usar las concentraciones similares e incluso menores a las reportadas. Aungue no se hizo
una cuantificacién formal de la sobrevivencia, fue notorio que el porcentaje de
sobrevivientes aumenta conforme disminuye la concentracién y su morfologia cambia
dramdticamente como se puede ver en la figura 8D, pero no semejan neuronas. En la tabla 3
se muestra la curva de concentraciones probada y una estimacién de la sobrevivencia. Por
exclusién de tripano se demostrd que la disminucién en el mimero de células se debe a
muerte y no a inhibicién de la proliferacidn.

Concentracion de RA  Sobrevivencia Morfologia

Control +4+ + grumos y tipo fibroblasta

10°M + 4+ + grumos y tipo fibroblasto

5x10M + 4+ grumos y redondeadas

10°M + + erumos y redondeadas

5x108M + 2rumos pequefios y
redondeadas

107M + redondeadas

5x107M +/- redondeadas

10M - -

5x10M - R

Tabla 3. Curva de concentraciones de RA y su relacién con Ia muerte y cambio de morfologfa.
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Figura 8. Morfologia de las células inducidas a diferenciar en presencia de DMSO o RA.
Panel A, ES tefiidas contra ALP sobre monocapa de células “feeder”. Panel B, células
inducidas a formar agregados 7 dfas y sembradas en caja de cultivo. Paneles C y D, células
inducidas a formar agregados en presencia de 1% DMSO (panel C} 0 10-7M RA (panel D) y
sembradas en caja de cultivo 7 dias en ausencia de droga.




DISCUSION

En el presente trabajo se establecieron las condiciones para cultivar y manipular  las célulus
ES tanto a nivel molecular como a nivel celular. Se logré establecer la metodologia para
transfectar y seleccionar células recombinantes con alta eficiencia, lo cual es una herramienta
fundamental para el estudio a nivel molecular de los procesos celulares como proliferacién o
diferenciacién. Uno de los objetivos fue establecer un sistema que permitiera bloquear la
expresién génica in virro y durante el desarrollo, Como modelo para probar la funcionalidad
de un transcrito antisentido producide por el promotor ribosomal se escogis al gene TN-
ALP, por las ventajas descritas en la introduccién. Se logré seleccionar colonias
recombinantes y demostrar que se puede producir RNA antisentido a partir del promotor
ribosomal, capaz de bloquear al menos parcialmente la actividad de ALP. posiblemente
inhibiendo la traduccitn del mensajero enddgeno. Es importante resaltar la inhibicidn de la
proliferacién observada relacionada a la disminucién de actividad de ALP, ya que pudiera
ésta participar en el control del ciclo celular, que se sabe depende de cascadas de
fosforilacién-defosforilacién, Por lo wnto, consideramos que el gene TN-ALP no fue el
mejor modelo, ya que parece ser una protefna vital con varios niveles de regulacién que
complican el estudio. Parece que las células necesitan encontrar la manera de superar el
efecto del transcrito antisentido y que se seleccionan las que logran hacerlo, ya que es
inestable el efecto inhibitorio tanto de la actividad de ALP como de la proliferacién. Puesto
que existen varios genes para ALP, otra regulacién pudiera ser a nivel tanscripcional,
respondiendo a la disminucién de la actividad total de ALP activando otro gene. En
conclusidn podemos decir que el promotor ribosomal sigue siendo una alternativa para
generar un transcrito antisentido capaz de bloquear la expresién génica (al menos
parcialmente), lo cual resulta dtil en un andlisis inicial para entender la funcién de un gene
particular, evitando la necesidad de generar ratones quiméricos por recombinacién
homo&loga que, aunque es una estrategia segura, requiere de mucho mds tiempo y esfuerzo
que el andlisis del antisentido. Atn se podrfa incluso modificar el fragmeato promotor para
optimizarlo, ya que tiene secuencias repetidas que funcionan como "enhancer”, de manera
que se podrfa controlar la fuerza del promotor poniendo o quitando de estas unidades
repetidas.

Respecto a la manijpulacién a nivel celular, al mismo tiempo que en €l laboratorio se
logré inducir 1a diferenciacién de las células hacia mdsculo cardfaco, en la literatura se
reporté informacién abundante sobre el proceso de miogénesis y la relacién entre la
proliferacién y la diferenciacién celular, que era nuestro objetivo estudiar a largo plazo. En
vista de la cantidad de reportes sobre el tema, decidimas concentrarnos en la induccién a la
diferenciacién con RA. El hecho de que las células se mueran en presencia de RA cuando
son inducidas a diferenciar a través de la formacién de cuerpos embrionarios, resulta muy
interesane debido a la importancia tanto del RA como del control de la muerte celular
fisiol6gica durante el desarrollo. Durante la morfogénesis, la muerte celular resulta una
mecanismo eficiente para eliminar las células no deseadas, ya sea por haber sido producidas
en exceso, como sucede durante el deswrollo del sistemna nervioso, o bien por ser células
que hayan funcionado en algiin momento de la evolucién o el desarrollo y no se necesiten

e~ -mads;como -lu-cola del renacuajo o las regiones entre los digitos en amniotes; también se
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puede eliminar de esta manera a las células que migraron hacia una regién equivocada, En
todos estos casos, se puede proponer un mecanismo de muerte programada regulada por la
interaccién con otras células?’. Respecto al mecanismo de muerte como tal, cada vez hay
mds datos que indican que se lleva a cabo por medio de inducir un estrés oxidativo®s,

En vertebrados el sistema mids estudiado donde ocurre una muerte masiva es el
desarrollo del sistema nervioso, durante el cual muere alrededor del 509 de las neuronas
que se producen. Se conocen varios factores producidos por las célulus blanco que
promueven la sobrevivencia de las neuronas que las enervan, de manera que se asegura que
s6lo sobrevivan las células que eswublecieron lus sinapsis adecuadas. as{ como una
correspondencia entre el mimero de neuronas y el nimero de células blanco: ademds, debido
al exceso de neuronas generado, se garantiza que todas las células blanco sean enervadas?s,
A partir de este modelo se postuld la hipétesis de que las células tienen encendido un
programa enddgeno de muerte celular que es reprimido por la presencia de un factor de
sobrevivencia4?.

En base al antecedente de que las ES pueden diferenciar en respuesta al RA,
suponemos que éste pone a las células ante el dilema de diferenciar o morir, mismo que
pueden enfrentar las células durante el desarrollo. Por lo tanto, nos parece interesante
estudiar como "decide" la célula si prolifera, diferencia o se muere. En estudios posteriores
variando el protocolo de induccién se logré obtener neuronas detectadas por
inmunocitogufmica contra neurofilamentos, lo cual sugiere que el RA induce la
diferenciaci6én neuronal y que las células que diferencian se mueren porque no reciben los
factores de sobrevivencia que su nuevo fenotipo requiere. Ademis se establecié que las ES
se mueren por estrés oxidativo, ya que requieren de la presencia de Pmercaptoetanol (BME)
en el medio para sobrevivir, 1o que nos permite inducir la muerte al retirar el BME.

En conclusién, gracias al trabajo realizado durante la maestria, ahora contamos con
un modelo que podemos manipular tanto a nivel molecular introduciendo transgenes, como
a nivel celular ya sea induciendo a las células a proliferar, a diferencia o a morir, en cual
podemos abordar las preguntas planteadas.
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